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1. Uvod

Vysledky vyzkuma v oblasti proteomiky nachézeji
uplatnéni v nejrizngjsich oborech lidské ¢innosti od potra-
vinarského prumyslu pfes medicinu az po ekologii.
K proteomice neodmyslitelné patii také analyza predmétu
jejiho zajmu — bilkovin. Vlastnosti bilkovin, jako jsou
polarita, hodnota izoelektrického bodu nebo molekulova
hmotnost, mohou byt velmi riizné, a proto neni jejich ana-
Iyza jednoducha. Navic se pracuje s biologickymi vzorky,
jejichz matrice jsou nejen slozité, ale také velmi rozmani-
té. V dusledku toho neexistuje, navzdory intenzivnimu
rozvoji proteomiky, metoda, ktera by byla pro analyzu
bilkovin obecné pouZitelnd. Vzdy je nutno zvolit vhodny
pristup a optimalizovat jej pro dany problém. Piehled nej-
novejsich trendit ve vyvoji metod pro analyzu bilkovin
podéava Oliva ve svém nedavném &lanku'. Mezi Gasto pou-
zivané techniky patii HPLC, kde se vyuZivaji separace jak
na napliovych, tak na monolitickych kolonach. Problema-
tiku téchto separa¢nich médii shrnul Jungbauer’. Pomé&rné
intenzivné se rovnéz vyvijeji metody vyuzivajici kapilarni
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elektrochromatografii. S aplikacemi této techniky pfi sepa-
raci bilkovin a peptidl se ¢tenaf miize seznamit prostied-
nictvim ¢lanku Miksika a Sedldkové’. Dal$im moznym
pristupem k analyze bilkovin je aplikace kapilarni gelové
elektroforézy (CGE), nékdy rovnéz oznaCované jako gelo-
va kapilarni elektrochromatografie’. Tato technika je na
poli proteomiky perspektivni mimo jiné pravé proto, ze
poskytuje dostatecny prostor pro tpravu podminek analy-
zy tak, aby co nejlépe vyhovovaly uréité aplikaci™®. Jiz pii
vybéru separacniho gelu se nabizi mnozstvi alternativ.
V zésadé vSak lze volit mezi dvéma hlavnimi skupinami
separacnich médii, a to mezi gely fyzikalnimi a chemicky-
mi’. V obou ptipadech je gel tvofen dlouhymi polymerni-
mi Fetézci, rozdil vSak spociva ve zpisobu, jakym jsou tyto
fetézce navzajem propojeny. Chemické gely jsou zesitova-
ny kovalentnimi vazbami. Pti aplikaci v CGE mohou byt
tyto gely také kovalentné¢ véazany k vnitfnimu povrchu
kapilary. Do této skupiny patii napt. polyakrylamidovy gel
pouzivany pii gelové elektroforéze v plosném uspotradani.
Struktura gelt fyzikalnich je naproti tomu déana fyzikalni-
mi interakcemi mezi fetézci, jako jsou vodikové mustky
a hydrofobni interakce, a také vzajemnym zauzlenim fe-
tézcl polymeru. Pravé fyzikalnimi gely pouzivanymi pro
separace bilkovin metodou CGE se zabyva piedkladany
prehledny clanek.

2. Fyzikalni gely a jejich vlastnosti

Jak jiz bylo feceno, polymerni fetézce fyzikalniho
gelu nejsou zesitovany kovalentnimi vazbami, v disledku
¢ehoz vykazuji nizsi viskozitu nez gely chemické. To spo-
Iu s faktem, ze gel neni vazan k vnitini sténé kapilary,
umoznuje snadnou vyménu separa¢niho média po kazdé
analyze jeho prostym vytlaéenim. Vyménou gelu se elimi-
nuji problémy spojené sjeho degradaci a kontaminaci
béhem analyzy, coZz v kone¢ném dusledku prodluzuje Zzi-
votnost kapilary. Dulezitou vlastnosti gelu je jeho propust-
nost ¢i nepropustnost pro UV zafeni. Gely absorbujici UV
zateni vyrazné snizuji citlivost nejcastéji pouzivaného UV
spektrofotometrického detektoru, a proto se snaZzime, po-
kud je to mozné, davat piednost gelim UV transparent-
nim. V ramci optimalizace metody CGE je kromé druhu,
koncentrace a pH separacniho pufru vyznamnym a snadno
nastavitelnym parametrem rovnéZ koncentrace gelujici
slozky, ktera urCuje viskozitu a hustotu polymerni sité.
Podobny vliv na kvalitu separa¢niho gelu mé i stfedni
molekulova hmotnost pouzitého polymeru. Obecné plati,
ze polymery o vyssi molekulové hmotnosti a koncentraci
maji vysSSi separacni uCinnost, avSak s rostouci délkou
fetézell a zvysujici se koncentraci polymeru roste i visko-
zita gelu, coz mize pasobit potize pfi jeho pripraveé a ma-
nipulaci s nim. Proto je nutné najit mezi témito dvéma
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tendencemi pfijatelny kompromis. Vhodnou volbou kon-
centrace a primémé molekulové hmotnosti polymeru je
mozné také modifikovat metodu pro analyzu bilkovin riz-
nych molekulovych hmotnosti a v pfipadé€, ze je rozliSeni
analytl pro dany ucel zbytec¢né velké, lze snizenim mnoz-
stvi gelu zkratit i dobu analyzy.

3. Separaéni mechanismy v kapilarni gelové
elektroforéze

Separace proteinti metodou CGE se Casto provadéji
v pufru s malym ptidavkem natrium-dodecylsulfatu (SDS).
Tato latka interaguje svymi alifatickymi fetézci
s bilkovinami a vytvafi s nimi zdporné nabité komplexy.
Pritom vétsi molekuly bilkovin interaguji soucasné s vice
molekulami SDS a ziskavaji tak vétsi ndboj nez proteiny
mensi. Diky tomu maji pak komplexy s rizné velkymi
molekulami bilkovin podobné elektroforetické mobility
a jejich separace probiha pouze na zéklad¢ sitového efektu.
Rychlost jejich migrace je v tomto piipad€ urCovana jejich
velikosti, resp. molekulovou hmotnosti. Probiha-li separa-
ce vyluéné timto mechanismem, jsou migracni ¢asy protei-
nd linearni funkci logaritmu jejich molekulové hmotnosti.

Pii provedeni analyzy bez pfitomnosti SDS se protei-
ny separuji na zakladé kombinace jiz zminéného sitového
efektu a rozdila v jejich mobilitach, které jsou dany pome-
rem jejich hmotnosti k jejich celkovému naboji. Celkovy
naboj bilkovin je pfitom siln€ zavisly na pH separacniho
pufru. Déle mohou k separaci ptispivat i vice ¢i méné spe-
cifické interakce proteind se separacnim gelem (napft. hyd-
rofobni interakce), které vyrazné zpomaluji migraci urcité-
ho analytu nebo celé skupiny analyti.

4. Problematika adsorpce bilkovin

Pii CGE na fyzikdlnich gelech, a nejen na nich, je
nutno fesit i problém adsorpce proteinii na vnitini sténu
kapilary. Z tohoto dlivodu se mnohdy pouzivaji kapilary
s pokrytymi vnitinimi st€énami. To nejen sniZzuje miru ad-
sorpce bilkovin, ale také potlacuje elektroosmoticky tok,
ktery mize béhem separace vymyvat gel z kapilary. Po-
kryti je mozné realizovat chemickym navdzdnim tenké
vrstvy vhodného polymeru, coz nazyvame statické neboli
permanentni pokryti®’. Druhym zptisobem je pokryti dy-
namické, kdy je polymerni film k povrchu kapilary poutan
pouze fyzikalni adsorpci ¢i elektrostatickou interakei'*'2.
Pii pouziti dynamické metody pokryvéani se kapilra pred
separaci promyva roztokem aktivni latky modifikujici
vnitfni povrch kapilary, a béhem separace je tato latka
v malé koncentraci pfitomna i v separacnim pufru. Dyna-
micka a statickd pokryti vnitfniho povrchu separacni kapi-
lary nabizeji Sirokou paletu moznosti a jsou predmétem
neustalého vyvoje>'>'*. Dalsi moznosti, jak potladit elek-
troosmoticky tok a adsorpci bilkovin, je provadét separace
v prostiedi o nizkém pH, v némZ nedisociuji silanolové
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skupiny na povrchu separacni kapilary. Vyhoda tohoto
zpusobu spociva vtom, Ze neni nutnd pfredchozi Gprava
kapilary, a Ze odpadaji problémy s Zzivotnosti pokryti.
V mnohych ptipadech vSak nemusi byt snizeni pH dosta-
tecnym prostfedkem k potlaceni adsorpce analytl. Tento
piistup rovnéZz znemoziuje separaci proteintl v nativnim
stavu, coz je podminkou pfi studiu jejich interakci a biolo-
gickych funkei. Posledné jmenovanou nevyhodu je mozné
kompenzovat vyuzitim hystereze pH (cit."”), kdy se kapila-
ra pfed analyzou promyva silné kyselym roztokem (pH 1).
Pufr pouzivany pfi nasledné separaci ma pH vyssi, avSak
diky pomalému ustavovani rovnovahy mezi vnitinim po-
vrchem kapilary a separacnim pufrem zustavaji silanolové
skupiny na vnitini sténé kapilary nedisociovany po dobu
dostatecné dlouhou k provedeni analyzy, takze 1ze separo-
vat bilkoviny v nativnim stavu i v nemodifikované kapila-

v 15
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5. Syntetické polymery

Jako fyzikalni gely pro separa¢ni média v CGE se
nabizeji dvé zakladni skupiny polymert. Jednou z nich
jsou syntetické polymery, druhou pak polymery piirodni,
zpravidla na bazi polysacharidi. Piehled vybranych apli-
kaci zmiflovanych v tomto ¢lanku je uveden v tab. L.

Ze syntetickych polymerii se ¢asto pouzivaji linearni
polyakrylamid'®"’, polyvinylalkohol’**' a polyethylengly-
kol”*%. Linearni polymer akrylamidu pouzili Werner
aspol.'® pro separaci sedmi proteinii o molekulovych
hmotnostech v rozmezi 14-205 kDa v pfitomnosti SDS.
Vzhledem k tomu, Ze linearni polyakrylamid slouzi jednak
jako separaéni médium a jednak pokryva vnitini stény
kapilary, mohla byt separace s uspéchem provedena
v nepokryté ktemenné kapilafe. Nevyhodou polyakrylami-
du je vsak jeho vysoka absorbance pfi 214 nm, kterd ome-
zuje citlivost a zvySuje detekéni limity metody. Naproti
tomu polyethylenglykol (PEG) vykazuje v UV oblasti
spektra absorbanci vyrazné niz§i. Ganzler a spol.? jej pou-
zili v 3% koncentraci pro separaci Sesti proteind (14 az
97 kDa) v ptitomnosti SDS v kapilafe dynamicky pokryté
dextranem, jenz bude podrobnéji zminén v dalsi casti.
PEG o stejné koncentraci a rovné€z v pufru s pfidavkem
SDS pouzili také Benedek a spol.> k separaci péti bilkovin
v rozmezi molekulovych hmotnosti 14-97 kDa. V jejich
provedeni vsak byla pouzita nepokryta separacni kapilara.
Podle studie provedené autory citovaného ¢lanku neni vliv
pokryti kapilary na separaci pfili§ velky, av§ak prodluzuje
jeji zivotnost. Podobné jako linearni polyakrylamid i PEG
tedy ziejmé pokryva vnitini povrch kapilary a zaroven
funguje jako separa¢ni médium. Autofi dale v souladu
s obecnym predpokladem uvadéji, ze s rostouci koncentra-
ci PEG se roz$ifuje separacni oblast, tj. rozmezi na ose
retenéniho Casu, v némz se nachazeji piky bilkovin. Tim
roste i rozliSeni analytll, pficemz uéinnost separace zlstava
bez vyraznych zmén. Tteti z vySe jmenovanych polymeru,
polyvinylalkohol (PVA), pouzili Simo-Alfonso a spol.*
v 5-6% koncentraci v kapilafe staticky pokryté 2-(2-akryl-
amidoethoxy)ethan-1-olem k separaci Sesti  bilkovin
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Tabulka I
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Ptehled aplikaci fyzikalnich gelti v kapilarni gelové elektroforéze pro separaci bilkovin

Gel Preduprava Princip pH  Teplota Separované analyty Poznamka Lit.
kapilary separace [°C]
linearni ne sitovy efekt 8,0 30 a-laktalbumin, karbonatdehydra- vysoka 13
polyakrylamid tasa, ovalbumin, BSA, fosforyla- absorpce gelu
sa b, B-galaktosidasa, myosin pfi 214 nm
10% dextran, ne sitovy efekt 8,8 20 myoglobin, karbonatdehydratasa, dlouha 17
SDS ovalbumin, BSA, zivotnost
3% polyethylen- pokryti dextranem P-galaktosidasa a myosin kolony
glykol, SDS
3% polyethylen- ne sitovy efekt 8,5 20 a-laktalbumin, sojovy inhibitor  pokryti kapi- 19
glykol 100 kDa trypsinu, karbonatdehydratasa,  lary prodluzu-
ovalbumin, BSA, fosforylasab je Zivotnost
kolony
10% dextran 2-(2-akrylamido-  sitovy efekt 10,5 20 a-laktalbumin, inhibitor trypsi- 20
2 MDa ethoxy)ethan-1-ol nu, karbonatdehydratasa,
4% polyvinyl-  2-(2-akrylamido- ovalbumin, BSA, fosforylasa b
alkohol ethoxy)ethan-1-ol
7,5% Pluronic  ne dle poméru 2,5 20 CNBr fragmenty kolagenu pti5 °C 24
F127 z/m + (50) kapalina,
10% Pluronic ne sitovy ef. 2,5 20 peptidové $tépy nerozpustnych Pii 20 °C gel 25
F127 + hydlr(ofobm protein slepi¢i skofapky
5% Pluronic ne interakee 2,5 20 proteiny do 50 kDa 26
F127,
SDS
7,5% Pluronic hydrofilni pokryti 2,5 20 cytochrom C, aldolasa, katalasa, 27
F127 chymotrypsinogen, albumin,
polylysin
15% Pluronic ne 2,5 40 peptidy kolagenu, peptidy ziska- 28
F127 (gelova né natrdvenim BSA trypsinem
zatka)
dextran 2 MDa, [3-(glycidyloxy)  sitovy efekt 8,6 20 karbonatdehydratasa, BSA, separace do 29
SDS propyl)] ovalbumin, fosforylasa b 2 min,
trimethoxysilan slozité vzorky
do 12 min
7% pullulan, linearni polyakryl- sitovy efekt 8,7 20 a-laktalbumin, inhibitor trypsi- separace do 31
SDS amid nu, karbonatdehydratasa, 13 min
ovalbumin, fosforylasa b, BSA,
[-galaktosidasa
0,1-0,2% roztok kationtového deriva- nebyl 75 20 insulin B, ribonukleasa A, separace do 32

tu Skrobu, pouzit i k pokryti vnitinich diskutovan
stén kapilary

karbonatdehydratasa II, 13 min

o-chymotrypsinogen A

s molekulovymi hmotnostmi v rozmezi 14-94 kDa. PVA
je podobné jako PEG propustny pro UV zafeni od 200 nm
vySe, takze ani tento polymer neplisobi potize pii UV
spektrofotometrické detekcei. Autofi ¢lanku navic studovali
zajimavy sténovy efekt, kdy pouziti kapilary o vnitfnim
priméru 25 pm namisto 75 pm umoznuje Géinnou separa-
ci proteind jiz pfi 1% koncentraci PVA, coz je hodnota
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lezici hluboko pod mezi zauzleni. Ta se u PVA pohybuje
okolo 3 %. Dusledkem pouziti kapilary takto malého pri-
méru je ovSem rovnéz snizeni citlivosti detekce. Autofi
proto voli kompromis a doporucuji 4% PVA v separacni
kapilafe o vnitinim primeéru 50 pm. Separaci bilkovin za
téchto podminek ilustruje obr. 1.

Zvlastnim typem syntetickych polymerd jsou gely
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Obr. 1. Separace bilkovin v pufru o pH 8,8 s pridavkem 4 %
polyvinylalkoholu a 0,1 % SDS. Piky zleva doprava: o-
laktalbumin, inhibitor trypsinu, karbonatdehydratasa, ovalbumin,
hovézi sérovy albumin, fosforylasa b. Simo-Alfonso a spol.?,
pfevzato se svolenim autora

citlivé na teplotu, tzv. termoresponzivni gely. Mezi n¢
patii napt. Pluronic F127, jehoz struktura je zndzornéna na
obr. 2.

Moznosti aplikace tohoto gelu studovala skupina
Mikgika®™°. Jde o zastupce Siroké skupiny trojblokovych
kopolymert (Pluronic), jejichz koncové bloky jsou tvofeny
poly(ethylenoxidem), zatimco prostfedni blok je tvofen
poly(propylenoxidem). Kopolymery asociuji do velkych
micel tim zplisobem, Ze méné polarni polypropylenoxido-
vé bloky tvoii jadro micely, které je obklopeno vice hydra-
tovanymi bloky polyethylenoxidovymi. Viskozita roztoku
tohoto polymeru je siln€ zavisla na jeho koncentraci a také
na teploté. Roztok obsahujici 20 % polymeru Pluronic
F127 je kapalny pii 5 °C a zahtatim na teplotu 20 °C naby-
va gelové konzistence. To je vyhodné, protoze za labora-
torni teploty béhem analyzy nehrozi vymyvéni gelu
z kapilary elektroosmotickym tokem, zatimco sniZeni tep-
loty umoziuje jeho snadnou vyménu. Nevyhodou je nao-
pak Casova naroc¢nost piipravy, ktera vyzaduje plnéni kapi-
lary za snizené teploty a kontrolu teploty pro spravnou
tvorbu gelu. Proto byl Pluronic F127 pouzivan v nizsich
koncentracich, coZ proces vyrazn€ zjednodusSilo. Pluronic

CHj3

|
H%O—CH2—CH25|—PO—CH—CHZHO—CHZ—CHZ}—OH

3 y X

Obr. 2. Strukturni vzorec polymeru Pluronic F127; x = 106,
y=70
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F127 byl pouzit v koncentraci 7,5-10 % pro separace pep-
tidovych S§tépti bilkovin v nepokryté Kkapilate v pufru
o nizkém pH, aby byla potlacena adsorpce analytd na sté-
nu kapilary””*®. Nékteré studie naznaduji, ze pridavek or-
ganickych modifikatorti do separa¢niho pufru nemé pod-
statny vliv na vysledek separace. Pfi studiu vlivu zvySené
teploty se ukazalo, Ze pii 50 °C probiha analyza sice rych-
leji nez pii 20 °C, soudasné se viak zhorSuje rozliseni®’.
V  koncentraci 5% byl Pluronic F127 pouzit také
k separaci proteinli o molekulové hmotnosti do 50 kDa
v ptitomnosti SDS a v nepokryté kapilare®. V dalii popsa-
né aplikaci byl tento gel pouzit k separaci smési Sesti bil-
kovin se S$irokym rozsahem molekulovych hmotnosti
v hydrofilng pokryté kapilaie™. Vysledky naznaduji, ze
separace na tomto gelu probiha v kyselém pufru bez pii-
tomnosti SDS podle poméru hmotnosti k naboji a na zakla-
d¢ sitového efektu s urlitym piispévkem hydrofobnich
interakci. Sedlikova a spol.*' phili tymz kopolymerem
kapilaru pouze casteéné. Separace peptidii pak probihala
zCasti v gelu a z€asti ve volné kapilare. Nekteré analyty
byly zfejmé v naplnéné Casti kapilary specificky zadrzeny,
coz vyrazné zpomalilo jejich migraci. Patrné se zde uplat-
nily jiz zmifiované hydrofobni interakce. Interakce analytl
se separaénim gelem muze byt v jistych aplikacich vyho-
dou, jindy je vSak naopak na obtiz a je tedy nutné pouzitel-
nost gelu v daném ptipad¢ experimentalné ovérit.

6. Prirodni polymery

Z pftirodnich polymerti se v CGE nejvice pouzivaji
polysacharidy, ptipadng jejich derivaty. Casto pouZivanym
polysacharidem je dextran®******_ Simo-Alfonso a spol.?
takto separovali Sest bilkovin (14-94 kDa) v kapilate po-
kryté 2-(2-akrylamidoethoxy)ethan-1-olem v alkalickém
prostiedi. Autofi uvadéji, Ze pro proteiny s nizsi molekulo-
vou hmotnosti (do 20 kDa) je lepsiho rozliseni dosahovano
s dextranem s krat§imi fetézci, zatimco u proteini s vyssi
molekulovou hmotnosti se 1épe osvédcCily fetézce delsi.
Ganzler a spol.”? pouzili dextran v nepokryté kapilaie v
pritomnosti SDS k separaci Sesti bilkovin v rozmezi mole-
kulovych hmotnosti 14-97 kDa. Vysledek této separace je
ukdzan na obr. 3.

Laush a spol.’” publikovali metodu pro rychlou
separaci proteinl s dextranem v kratké kapilafe pokryté
[3-(glycidyloxy)propyl]trimethoxysilanem v pfitomnosti
SDS. Separace Ctyf bilkovin s molekulovou hmotnosti
v rozmezi 29-97 kDa bylo za vySe uvedenych experimen-
talnich podminek dosazeno béhem dvou minut. Ackoliv
byly vSechny proteiny separovany na zékladni linii,
u komplikovanéjsich smési by dosazené rozliSeni nemuse-
lo byt dostatecné. Pro komplexni smési proto autofi dopo-
elektrického pole; separace pak probéhne béhem 12 minut.

Mezi méné bézné polysacharidy patii pullulan,
s jehoz pouzitim Nakatani a spol.** provedli tfinactiminu-
tovou separaci sedmi bilkovin (14—116 kDa) v kapilate
pokryté linearnim polyakrylamidem v pufru s ptidavkem
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Obr. 3. Separace bilkovin v pufru o pH 8,8 s piidavkem 10 %
dextranu a 0,1 % SDS. Piky: (1) myoglobin, (2) karbonat-
dehydratasa, (3) ovalbumin, (4) hovézi sérovy albumin, (5) -
galaktosidasa, (6) myosin. Ganzler a spol.”?, pievzato se svolenim
autora

SDS. Kationtové derivaty Skrobu, ne vSak jako separacni
gel, nybrz jako dynamické pokryti vnitfnich stén kapiléry,
pouzili Sakai-Kato a spol.*® pii separaci smési &tyf bazic-
kych bilkovin. Zde je vSak vhodné poznamenat, ze kladny
naboj pouzitého pokryti, ktery je velmi vyhodny pro separa-
ci bazickych proteinti (elektrostaticky je odpuzuje), muze
byt naopak problematicky pfi separaci kyselych bilkovin.

7. Zavér

Tento prehled si klade za cil podat strucny, zdaleka
ne vSak uplny ptehled Casto pouzivanych gelii a zpisobl
bézné slouzicich k optimalizaci separace bilkovin pfi
CGE. Aplikace fyzikalnich gelti pii CGE pfinasi oproti
chemickym geliim predevsim moznost vymény separaéni-
ho média po kazdé analyze, ¢imZ se prodluzuje Zivotnost
kapilar a dosahuje dobré reprodukovatelnosti vysledkii.
Existuje mnoho faktori, jejichz variaci je mozné optimali-
zovat metodu CGE pro potieby urcité proteomické aplika-
ce. Vyznamnym faktorem je pfitom pfedevsim druh gelu,
jeho stiedni molekulova hmotnost, jeho koncentrace a dale
zpusob potlaceni adsorpce bilkovin na vnitini sténé kapila-
ry. Pfi volbé gelu je dobré vénovat pozornost jeho propust-
nosti pro UV zéfeni, nebot’ jeho omezena propustnost resp.
nepropustnost omezuje pouzitelnost UV spektrofotomet-
rické detekce. Z tohoto hlediska se naptiklad polyakryla-
mid jevi jako nevyhodny. Pro potlaceni adsorpce bilkovin
na sténach kapilary se nabizi moznost statick¢ho ¢i dyna-
mického pokryti kapildry, a také prace v separanim pufru
o nizkém pH, pfipadné vyuziti hystereze pH. Nékteré gely
jako linearni polyakrylamid nebo polyethylenglykol navic
funguji samy o sobé jako pokryvaci médium, takze je
mozn4 jejich aplikace i v nepokryté kapilate. CGE na fyzi-
kalnich gelech ma mezi nastroji proteomiky své misto
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a neni pochyb o tom, Ze vyvoj v této oblasti bude pokraco-
vat 1 v budoucnu. V této oblasti l1ze také predpokladat ros-
touci pocet aplikaci postupné pievadénych nebo piimo
vyvijenych v nanoméfitku pro separace bilkovin a peptidi
s vyuzitim fyzikalnich gelti na mikrofluidnich ¢ipech.
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Referat

T. K¥izek®, P. Coufal’, Z. Bosikov4®, E. Tesafova’,
and J. Sobotnikova-Suchankova® (“ Department of Ana-
Iytical Chemistry, Faculty of Science, Charles University,
Prague, *  Department of Physical and Macromolecular
Chemistry, Faculty of Science, Charles University, Pra-
gue): Physical Gels in Capillary Gel Electrophoresis
and Their Application in Protein Analysis

Capillary gel electrophoresis (CGE) is a promising
proteomic technique. It involves many parameters which
can be manipulated to optimize the CGE method for par-
ticular application, first of all the type of separation gel.
Physical gels possess certain advantages over the chemical
ones. Not being covalently crosslinked, physical gels ex-
hibit lower viscosity; they are not chemically bonded to
the inner capillary wall. Physical gels can readily be re-
placed after each analysis, which eliminates the problem of
gel contamination and degradation during analysis. This
fact leads to higher reproducibility of measurements and
prolongs the capillary lifetime. In this review, applications
of some common physical gels, both synthetic and natural,
are described and their advantages and drawbacks are criti-
cally evaluated. Attention is paid especially to absorption
of physical gels in the UV region, which may limit spec-
trophotometric detection of analytes to a great extent. The
methods for suppression of protein adsorption on the inner
capillary wall like static and dynamic coatings as well as
separations under acid conditions are also discussed.
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